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RESUMO 

 

Quadros de ambiguidade genital e esterilidade com cariótipo 46,XY podem ser 

devidos a mosaico com linhagem 45,X não detectável no cariótipo em linfócitos de 

sangue periférico. Quando essa linhagem não é detectada, esses indivíduos 

deixam de ser investigados em relação a uma série de problemas clínicos. Este 

trabalho teve como objetivo verificar se a hibridação in situ com fluorescência 

(FISH) em células de mucosa oral poderia ser empregada para detectar 

criptomosaicismo com linhagem 45,X em indivíduos com cariótipo 46,XY. A 

casuística foi composta por 19 homens saudáveis com idades entre 20 e 30 anos 

e cinco pacientes com distúrbios da diferenciação do sexo (DDS) com idades 

entre 5 e 23 anos, quatro com mosaico 45,X/46,XY e um com disgenesia testicular 

46,XY associada a déficit de crescimento. Após confirmar que os jovens saudáveis 

tinham cariótipo 46,XY em 50 metáfases de linfócitos de sangue periférico, foi 

realizada análise por FISH com sondas específicas para os cromossomos X e Y 

em 1.000 núcleos interfásicos de linfócitos de sangue periférico e 1.000 de 

mucosa oral, seguida de comparação da proporção de núcleos contendo apenas o 

sinal do cromossomo X nos dois tecidos. A mesma análise foi feita nos cinco 

pacientes com DDS. A distribuição da proporção dos núcleos interfásicos de 

linfócitos e mucosa oral contendo apenas o sinal do X nos jovens saudáveis foi 

compatível com a distribuição normal, e número superior a 12:1.000 em linfócitos 

e 13:1.000 em mucosa oral devem ser considerados indicativos de mosaicismo 

em nosso laboratório. A frequência desses núcleos nos dois tecidos não diferiu 

significativamente (p=0,6855). Nos cinco pacientes com DDS a frequência de 

núcleos contendo apenas o sinal do X diferiu significativamente da observada em 

indivíduos normais em linfócitos (p=0,0008) e mucosa oral (p=0,0008). No 

paciente com cariótipo prévio 46,XY a linhagem 45,X foi confirmada por FISH em 

metáfases, e em um dos casos de mosaicismo foram detectadas linhagens 

celulares adicionais. Também não houve diferença significativa entre a frequência 

de núcleos contendo apenas o sinal do X nos dois tecidos desses pacientes 

(p=0,3750). Estes resultados indicam que a pesquisa de mosaicismo com 
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linhagem 45,X em indivíduos com DDS ou esterilidade e cariótipo 46,XY pode ser 

feita por meio de FISH em mucosa oral, com vantagens evidentes em termos de 

custo e rapidez, além de ser feita a partir de tecido obtido de modo não invasivo. 

 

Palavras-chave: mosaicismo; cromossomos sexuais; hibridização in situ por 

fluorescência; transtornos do desenvolvimento sexual. 
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ABSTRACT 

 

Ambiguous genitalia and sterility with a 46,XY karyotype may be due to mosaicism 

with a 45, X karyotype not detectable in peripheral blood lymphocytes. When this 

cell line is not detected, these individuals fail to be investigated over a range of 

clinical problems. This study aimed to verify whether fluorescence in situ 

hybridization (FISH) in cells from buccal smear could be employed to detect 

cryptomosaicism with a 45,X cell line in individuals with a 46,XY karyotype. The 

sample consisted of 19 healthy men aged 20 to 30 years and five patients with 

disorders of sex development (DSD) aged 5 to 23 years, four with mosaicism 

45,X/46,XY and one with testicular dysgenesis 46, XY associated with growth 

deficiency. After confirming that the healthy young men had a 46,XY karyotype in 

50 metaphases from peripheral blood lymphocytes, FISH analysis with probes 

specific for chromosomes X and Y was done in 1,000 nuclei from peripheral blood 

lymphocytes and 1,000 from buccal smear, followed by comparison of the 

proportion of nuclei containing only the signal of the X chromosome in these 

tissues. The same analysis was performed in five patients with DDS. The 

distribution of the proportion of interphase nuclei of lymphocytes and buccal smear 

containing only the X signal in healthy young was consistent with normal 

distribution; a number greater than 12:1,000 in lymphocytes and 13:1,000 in buccal 

smear should be considered indicative of mosaicism in our laboratory. The 

frequency of these nuclei in both tissues did not differ significantly (p = 0.6855). In 

patients with DDS the frequency of nuclei containing only the X signal differed 

significantly from that observed in normal individuals both in lymphocytes (p = 

0.0008) and buccal smear (p = 0.0008). In the patient with a prior 46,XY karyotype, 

a 45,X cell line was confirmed by FISH in metaphases, and in one case of 

mosaicism additional cell lines were detected. There was also no significant 

difference between the frequency of nuclei containing only the X signal in the two 

tissues of these patients (p = 0.3750). These results indicate that investigation of 

mosaicism with 45,X cell line in individuals with 46,XY DSD or sterility can be done 

iix 



by FISH in cells from buccal smear, with obvious advantages in terms of cost and 

speed, using a tissue obtained noninvasively. 

 

Keywords: mosaicism; sex chromosomes; fluorescence  in situ hybridization; 

disorders of sex development. 
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a) Anomalias cromossômicas 

As anomalias cromossômicas são responsáveis por uma proporção 

significativa das doenças genéticas, ocorrendo em aproximadamente um de cada 

150 nativivos, e podem levar tanto a anomalias congênitas e (ou) retardo mental 

quanto a perda gestacional. São vistas em 50% dos abortos espontâneos do 

primeiro trimestre e 20% do segundo trimestre. Assim, são uma importante causa 

de morbidade e de mortalidade [1]. Podem envolver um ou mais autossomos, os 

cromossomos sexuais ou ambos simultaneamente, e podem ser numéricas ou 

estruturais.  

Dentre as anomalias cromossômicas clinicamente significativas 

predominam as anomalias numéricas, em que há aumento ou diminuição do 

número cariotípico normal da espécie humana, e que são subdivididas em 

euploidias (em que há aumento ou diminuição de um conjunto cromossômico 

haploide) e aneuploidias (em que há aumento ou diminuição de cromossomos de 

um ou mais pares, mas não de todos eles). Ambas são observadas em abortos 

espontâneos e fetos natimortos; já em nativivos são encontradas quase que 

exclusivamente aneuploidias [2; 3].  

Do ponto de vista clínico, as aneuploidias autossômicas estão quase 

sempre associadas a distúrbios de crescimento e de desenvolvimento 

neuropsicomotor e anomalias congênitas. Já aquelas que envolvem cromossomos 

sexuais podem levar a baixa ou alta estatura, a maioria dos indivíduos tem 

inteligência normal, nem sempre há quadro dismórfico associado e costumam ser 

mais evidentes as alterações da função gonadal [2; 3]. 

Dentre as anomalias estruturais, temos deleções, inserções, inversões 

peri e paracêntricas, cromossomos em anel e isocromossomos, porém as 

translocações recíprocas são as mais comuns. Estas, em geral, não têm efeito 

fenotípico, embora possam determinar um aumento do risco de prole anormal [2; 

3]. 
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As causas das aneuploidias ainda não são bem compreendidas, mas 

sabe-se que o mecanismo cromossômico mais comum é a falta de disjunção 

meiótica, ou seja, falha da separação dos cromossomos durante uma das duas 

divisões meióticas, em geral durante a meiose I. As conseqüências da falta de 

disjunção durante a meiose I e II são diferentes. Caso o erro ocorra durante a 

primeira divisão meiótica, o gameta com 24 cromossomos contém o membro 

paterno e materno do par. Se a divisão envolvida for a meiose II, o gameta com o 

cromossomo extra contém duas cópias do cromossomo paterno ou materno [2; 3]. 

A falta de disjunção pode também ocorrer numa divisão mitótica após a 

formação do zigoto. Caso isto aconteça durante a primeira divisão mitótica do 

zigoto ou durante a divisão de um dos blastômeros, pode ocasionar mosaicismo 

clinicamente significativo, sendo que entende-se por mosaicismo a existência de 

duas ou mais linhagens cromossomicamente distintas, originárias de um único 

zigoto. Além da falta de disjunção, o mosaicismo pode ser o resultado de uma 

perda cromossômica, seja por atraso anafásico ou pela presença de um 

cromossomo estruturalmente anômalo (como anéis ou isocromossomos), o que 

impede sua viabilidade [2; 3]. 

Estudos no período inicial do desenvolvimento embrionário após 

fertilização in vitro sugerem que o mosaicismo cromossômico por falta de 

disjunção cromossômica, atraso anafásico ou alterações estruturais ocorre em 

50% dos embriões até o estágio de oito células e 75% dos blastocistos [4]. 

O grau de mosaicismo está relacionado ao período de desenvolvimento 

em que surgiu(ram) a(s) linhagem(ns) celular(es) adicional(is) - quanto mais 

precoce, maior a proporção de células anômalas e, portanto, maior a possibilidade 

de haver consequências clínicas perceptíveis. Se apenas uma pequena fração das 

células corporais tiver constituição cromossômica anormal, o mosaicismo pode 

nunca ser detectado [5].  

A análise cromossômica tradicional é feita por meio do exame do 

cariótipo, a partir de cultura de linfócitos de sangue periférico. Nesse exame, o 
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número e a estrutura dos cromossomos é analisada após estes serem ordenados 

de acordo com seu tamanho, posição do centrômero (metacêntricos, 

submetacêntricos e acrocêntricos) e padrões de banda (Figura 1). A partir do final 

dos anos 1980, passou a ser incorporada paulatinamente à rotina de análise 

cromossômica a hibridação in situ, metodologia utilizada para a visualização de 

sequências definidas de ácidos nucléicos em preparações celulares por meio de 

sondas, ou seja, hibridação de sequências complementares. Esse método foi 

elaborado por Pardue e Gall em 1969 [6], e permite a detecção de sequências 

específicas de DNA/RNA em cromossomos metafásicos, bem como em núcleos 

interfásicos [7; 8].  

 

Figura 1. Classificação dos cromossomos de acordo com a posição do 

centrômero e exemplo de um exame de cariótipo (46,XX) [3]. 

 

A técnica de hibridação in situ por fluorescência (fluorescence in situ 

hybridisation, FISH) consiste no uso de sondas de DNA marcado por fluorescência 

que permitem identificar todo um cromossomo (“pintura cromossômica”), um local 

específico no cromossomo, ou apenas sua região centromérica (Figura 2). Tem 

sido aplicada na identificação de anomalias estruturais (como deleções, 

duplicações, translocações e na determinação da origem de fragmentos 

cromossômicos de origem desconhecida) e também na pesquisa de mosaicismo, 
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pois permite a análise rápida de centenas de células, e pode ser utilizada tanto em 

metáfases quanto em núcleos interfásicos de diversos tecidos [9].  

 

 

Figura 2. Metáfase de sangue periférico marcada com sondas da região 

22q11,mostrando deleção da região em uma das cópias do cromossomo 22. 

(Fonte: Laboratório de Citogenética Humana – FCM/Unicamp.) 

 

b) Anomalias dos cromossomos sexuais 

As anomalias dos cromossomos sexuais ocorrem em frequência um 

pouco menor que as anormalidades autossômicas, incidindo em cerca de 1 em 

500 nascimentos, e os fenótipos associados a elas são, em geral, menos 

exuberantes do que os associados a distúrbios autossômicos, já que a inativação 

do X e o conteúdo aparentemente baixo de genes do Y reduzem as 

conseqüências clínicas do desequilíbrio do material cromossômico [3; 10].  

Assim como as anomalias dos autossomos, podem ser numéricas ou 

estruturais e podem estar presentes em todas as células ou em forma de mosaico. 

Sua incidência em nativivos está resumida no Quadro 1 (adaptado de Nussbaum 

et al.[3]). 
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Algumas síndromes bem definidas associadas aos cromossomos 

sexuais são causas importantes de esterilidade (síndromes de Turner e Klinefelter) 

ou baixa estatura (síndrome de Turner); outras são associadas a estatura mais 

elevada, porém geralmente com desenvolvimento puberal e fertilidade normais 

(47,XYY,  47,XXX). Além disso, são conhecidos diferentes quadros associados ao 

cariótipo 45,X/46,XY, como será visto adiante: síndrome de Turner (ST), 

disgenesia gonadal mista (DGM), hermafroditismo verdadeiro e esterilidade em 

homens com genitália masculina. Essa variabilidade fenotípica está associada às 

diferentes proporções das linhagens 45,X e 46,XY no organismo como um todo e 

nas gônadas em particular [11; 12]. 

 

c) O cariótipo 45,X/46,XY 

i. Síndrome de Turner 

A ST foi descrita em 1938 por Henry H. Turner, que descreveu a tríade 

infantilismo sexual, pescoço alado e cúbito valgo em pacientes do sexo feminino 

com baixa estatura [13]. Apenas em 1959, porém, Ford et al. descreveram o 

cariótipo 45,X e constataram que a etiologia dessa síndrome consistia em uma 

anomalia nos cromossomos sexuais [14], definida hoje como a presença de um 

cromossomo X funcional e a perda total ou parcial do segundo cromossomo 

sexual (X ou Y) em paciente fenotipicamente feminino, com uma ou mais 

características clínicas atribuídas à síndrome [15]. Apesar do cariótipo mais 

conhecido ser o 45,X, o uso de técnicas de bandamento, o aumento do número de 

células analisadas nos cariótipos e a avaliação de outros tecidos detecta uma 

frequência maior de indivíduos com mosaicismo e anomalias estruturais [16]. 
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Quadro 1: Incidência de anomalias de cromossomos sexuais (adaptado de 

Nussbaum et al. [3]). 

Fenótipo Distúrbio Cariótipo 

Incidência 

Aproximada 

Masculino 

S. de 

Klinefelter e 

quadros 

klinefelterianos 

47,XXY 1/1.000 homens 

48,XXXY 1/25.000 homens 

Outros (48,XXYY; 49,XXXYY; 

mosaicos) 1/10.000 homens 

S. 47,XYY 47,XYY 1/1.000 homens 

Outras 

anomalias 45,X/46,XY 1/1.500 homens 

Homens XX 46,XX 1/20.000 homens 

    

Feminino 

S. de Turner 

45,X 1/1.500 mulheres 

46,X, i(Xq) 1/50.000 mulheres 

Outras anomalias numéricas e 

estruturais 1/15.000 mulheres 

Trissomia do X 47,XXX 1/1.000 mulheres 

Outras 

anomalias do 

X 

48,XXXX 

1/3.000 mulheres 

49,XXXXX 
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A incidência da ST é em torno de 1:2500 nascidas vivas, porém 

acredita-se que cerca de 99% dos conceptos com essa constituição 

cromossômica 45,X são abortados espontaneamente [17]. Em cerca de 80% dos 

casos em nativivos, o X funcional foi herdado da mãe, indicando haver uma 

propensão maior a perda e alteração do cromossomo sexual paterno, porém o 

risco de recorrência é considerado baixo [18].  

Além do cariótipo 45,X podem também ser encontradas as seguintes 

anomalias cromossômicas [19]: 

- mosaicos sem anomalias estruturais, como 45,X/46,XX; 45,X/47,XXX; 

45,X/46,XY e 45,X/47,XYY; 

- aberrações estruturais dos cromossomos X e Y com ou sem mosaicismo com 

linhagem 45,X (isocromossomos, cromossomos em anel, deleções);  

- translocações X; X, X; autossomo e Y; autossomo. 

Os diversos sinais dismórficos e malformações encontrados são 

decorrentes de alguns mecanismos fisiopatológicos, como [20]: 

 Distúrbio do crescimento esquelético – baixa estatura com distúrbio do 

crescimento dos ossos longos e da base do crânio, face característica com 

micrognatia, cúbito valgo, pescoço curto, peito escavado, tórax em escudo, palato 

ogival; a maioria das alterações esqueléticas é explicada pela haploinsuficiência 

do gene SHOX, localizado na região pseudo-autossômica do braço curto dos 

cromossomos sexuais [21]. 

 Anomalias das células germinativas – hipogonadismo primário e 

esterilidade; risco de tumores em pacientes com cromossomo Y em sua 

constituição cromossômica (gonadoblastoma, disgerminoma). 

 Sequência da obstrução linfática jugular – falha na conexão entre os dutos 

linfáticos e as veias jugulares levando a higroma cístico na região do pescoço e 
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distensão dos linfáticos periféricos; a regressão do linfedema tem como 

consequência diversas manifestações clínicas, como: implantação baixa dos 

cabelos na nuca; pavilhões auriculares inclinados para trás;  pescoço alado ou, na 

recém-nascida, redundância de pele no pescoço; linfedema em dorso de mãos 

e(ou) pés; predominância de padrão dermatoglífico em verticilo nas polpas digitais; 

e unhas hiperconvexas ou displasia ungueal grave. 

Pode-se observar também, outras anomalias como: mamilos 

hipoplásicos, invertidos ou com aumento da distância intermamilar; pregas 

epicânticas; ptose palpebral; estrabismo; e múltiplos nevos pigmentados. 

A baixa estatura está presente em cerca de 95% dos casos. Além de 

apresentarem retardo de crescimento intra-uterino, a velocidade de crescimento 

também é lenta e praticamente não há estirão puberal. A adição desses fatores 

resulta numa altura final cerca de 15 a 20 centímetros a menos que a população 

geral; em mulheres brasileiras com ST, a altura final espontânea é, em média, de 

144,8 cm [22]. 

Os indivíduos com ST podem apresentar ainda anomalias 

cardiovasculares (presentes em 20 a 30% dos casos, incluindo valva aórtica 

bicúspide, coarctação da aorta e insuficiência mitral, sendo a principal causa de 

óbito); anomalias renais e renovasculares (30 a 40% dos casos, incluindo rim em 

ferradura, duplicação do sistema coletor, obstrução da junção ureteropélvica e 

infecções no trato urinário); doença tiroidiana auto-imune; intolerância a 

carboidratos; hipertensão essencial (7%); e deficiência auditiva condutiva, 

neurossensorial ou mista [23 - 25]. 

A falência gonadal é observada na maioria das pacientes, nas quais os 

concentrações plasmáticas das gonadotrofinas hipofisárias, hormônio luteinizante 

(LH) e folículo estimulante (FSH), são altas até 2 a 5 anos de vida e tornam a se 

elevar a partir da época em que normalmente deveria se iniciar a puberdade, 

atingindo, em alguns anos, concentrações características da menopausa [26]. As 

gônadas não contêm células germinativas ou  células responsáveis pela produção 
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dos esteróides sexuais, mas apenas estroma ovariano e tecido conjuntivo 

cicatricial, caracterizando uma gônada disgenética [20]. 

Em algumas pacientes, porém, há evidências de função ovariana na 

puberdade. Segundo Lippe e cols. [20], 21% das pacientes apresentam 

desenvolvimento mamário espontâneo e, dentre elas, 50% chegam a apresentar 

ciclos menstruais até o início da vida adulta. A evolução da puberdade espontânea 

é bastante variável, podendo ser lenta ou incompleta. No decorrer dos anos há 

aceleração no processo natural de degeneração dos ovócitos, ao mesmo tempo 

em que ocorre a aceleração da fibrose do estroma na maior parte dos casos [27]. 

Também pode ser observado aumento da frequência de doenças auto-

imunes, como tireoidite linfocítica crônica, hipertireoidismo, vitiligo e alopecia [15]. 

As pacientes apresentam inteligência normal, porém é frequente haver problemas 

psicossociais [28].  

O diagnóstico é realizado por meio de cariótipo, usualmente de sangue 

periférico. Por ser muito frequente a presença de mosaicismo, a contagem de 

metáfases deve ser elevada para 50 células, pois quanto maior a contagem maior 

a chance de identificação de outras linhagens celulares [17].  

A grande frequência de mosaicismo pode dificultar o diagnóstico e 

exigir medidas adicionais para complementar o estudo citogenético de rotina. Por 

exemplo, quando há suspeita clínica, porém o cariótipo em sangue periférico é 

46,XX, é necessário realizar análises de outros tecidos visando à identificação de 

mosaicismo com linhagem 45,X. Já quando existem cromossomos marcadores, 

eles devem ser caracterizados utilizando técnicas moleculares como FISH com 

sondas centroméricas de X e Y ou reação em cadeia por polimerase (PCR) para 

detecção de sequências específicas do cromossomo Y, uma vez que a presença 

de linhagem com esse cromossomo determina risco aumentado de surgimento de 

neoplasias nas gônadas disgenéticas [29; 30]. Pelo mesmo motivo, esses estudos 

também têm sido realizados nos casos em que somente uma linhagem 45,X é 

encontrada no cariótipo convencional [29 - 32].  
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Uma vez diagnosticada a ST, é fundamental investigar a presença das 

anomalias congênitas descritas no tópico anterior e realizar seguimento clínico 

rigoroso, incluindo acompanhamento periódico de audição, pressão arterial, 

função tireoidiana, perfil lipídico, tolerância a carboidratos e funções renal e 

hepática para detecção e tratamento precoce de afecções adquiridas [25]. 

O tratamento das pacientes envolve ainda [15; 25]: 

 Terapia com hormônio de crescimento (hGH) para aumentar a velocidade de 

crescimento e a altura final; 

 Reposição hormonal para desenvolvimento puberal, manutenção dos caracteres 

sexuais secundários e mineralização óssea adequada; 

 Utilização de técnicas de fertilização assistida com doação de óvulos. 

 

ii. Disgenesia gonadal mista 

A DGM, termo hoje reservado aos pacientes com cariótipo 45,X/46,XY, 

é caracterizada pela presença de uma gônada disgenética e um testículo 

disgenético contra-lateral, ou ainda de testículos disgenéticos bilateralmente com 

risco elevado para o desenvolvimento de neoplasia gonadal, presença de 

derivados de Müller e graus variados de ambiguidade genital [33; 34]. A DGM é 

uma condição rara, mas sempre deve ser considerada entre as etiologias de 

ambiguidade genital [34].  

Entende-se por gônada disgenética (ou em fita) aquela composta de 

tecido fibroso vascularizado, sem função hormonal nem capacidade de produção 

de gametas e que não contêm estruturas que permitam caracterizá-la como ovário 

ou testículo. Por sua vez, o testículo disgenético é caracterizado de forma 

histológica pela presença de anomalias tubulares e intersticiais em graus 

variáveis, associadas a fibrose e hialinização, e clinicamente por anomalias na 



 

 

26 

 

diferenciação dos dutos de Wolff, na virilização dos genitais externos e na 

regressão dos dutos de Müller, como consequência de função deficiente das 

células de Leydig e(ou) de Sertoli durante o período embrionário. Essa deficiência 

funcional é evidenciada no período pós-natal pela baixa produção de andrógenos 

e de hormônio anti-mülleriano [19]. 

Nos indivíduos com DGM o mosaicismo 45,X/46,XY pode ser explicado 

por perda cromossômica em decorrência de atraso anafásico ou alteração 

estrutural do cromossomo Y. Em alguns casos a linhagem 45,X pode não ser 

facilmente identificada, particularmente quando é analisado um pequeno número 

de células. Outras alterações numéricas como 45,X/47,XYY já foram relatadas; 

anomalias estruturais, como cromossomo Y em anel ou isocromossomo, são 

frequentemente presentes, levando ao surgimento secundário da linhagem 45,X 

[2; 34]. 

A DGM abrange fenótipos que variam desde virilização quase completa, 

com criptorquidia e (ou) hipospadia peniana, até virilização discreta em uma 

genitália predominantemente feminina. Em vista da presença de linhagem 45,X, 

pode haver quadro semelhante ao da ST, sendo indispensável excluir a presença 

de anomalias congênitas comuns nessa condição e realizar seguimento clínico 

idêntico ao de pacientes com essa síndrome [34]. 

 

iii. Hermafroditismo verdadeiro 

O hermafroditismo verdadeiro, ou distúrbio da diferenciação do sexo 

ovário-testicular, é uma condição rara, com cerca de 400 casos descritos na 

literatura, caracterizada pela presença de tecido ovariano e testicular no mesmo 

indivíduo. A apresentação clínica varia de homem normal e fértil até mulher normal 

e fértil, mas na maioria dos casos há ambiguidade genital [35].  

O diagnóstico é obrigatoriamente histopatológico, dependendo da 

presença de tecido testicular (túbulos seminíferos, com ou sem espermatozoides) 
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e tecido ovariano (com folículos) no mesmo individuo, em uma mesma gônada 

(denominada ovotestis) ou em gônadas opostas. Pode ser classificado, de acordo 

com o tipo de gônada presente e sua localização, em hermafroditismo lateral 

(quando há ovário de um lado e testículo do outro); bilateral (ovotestis em ambos 

os lados) ou unilateral (ovotestis de um lado e, do outro, ovário, testículo, gônada 

disgenética ou ausência de tecido gonadal) [35]. 

A frequência das diversas constituições cromossômicas dos 

hermafroditas varia de acordo com a região estudada. Há predomínio evidente do 

cariótipo 46,XX na África e do 46,XY no Japão e em algumas regiões da América 

do Sul. Porém, de um modo geral, cerca de 60% apresentam cariótipo 46,XX; 20% 

quimeras 46,XX/46,XY ou anomalias numéricas ou estruturais dos cromossomos 

sexuais (incluindo o cariótipo 45,X/46,XY e suas variantes); e 10 a 20% 46,XY 

[35].  

Quando o diagnóstico é feito precocemente, a melhor opção de criação 

costuma ser o sexo feminino, uma vez que o tecido ovariano tem melhor 

capacidade funcional que o testicular. Nesses casos, deve ser preservada a 

porção ovariana das gônadas, com possibilidade de puberdade feminina 

espontânea e até mesmo de fertilidade. Em indivíduos criados no sexo masculino 

diagnosticados tardiamente e naqueles com bom desenvolvimento fálico e 

ausência de útero deve ser preservado o tecido testicular e o desenvolvimento 

puberal deve ser acompanhado cuidadosamente, uma vez que pode ser 

necessária terapia de reposição com andrógenos. Uma vez definido o sexo de 

criação, devem ser feitas correções cirúrgicas dos genitais internos e externos 

para adaptação ao sexo escolhido [35]. 

iv. Esterilidade em indivíduos com genitália masculina 

Há diferenças significativas na proporção dos diferentes fenótipos 

associados ao cariótipo 45,X/46,XY entre os casos que são averiguados no 

período pós-natal e aqueles diagnosticados no período pré-natal. Enquanto nos 

casos em que esse mosaico é diagnosticado após o nascimento predomina o 
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quadro de ST [37], naqueles detectados por diagnóstico pré-natal cerca de 90 a 

95% apresentam fenótipo masculino normal [36; 37]. Nesses casos em que os 

genitais externos são normais pode haver algum grau de disgenesia testicular e 

consequente esterilidade, que passa a ser a causa do diagnóstico desses 

indivíduos [36; 38; 39; 40]. 

De fato, em um estudo realizado por Patsalis et al. [40] com 17 

pacientes com uma linhagem 45,X associada a uma segunda linhagem celular 

com cromossomo Y estruturalmente normal ou anômalo, em dois casos o quadro 

era de esterilidade. Além disso, em uma amostra de 14 homens com quadro de 

oligospermia grave ou azoospermia analisados por Siffroi et al. [39], seis 

apresentavam mosaicismo 45,X/46,XY, demonstrando que esse mosaico é 

compatível com a presença de genitais masculinos normais e queixas restritas à 

questão da fertilidade. 

 

d) Disgenesias testiculares associadas a cariótipo 46,XY 

Entre os distúrbios da diferenciação do sexo (DDS), o grupo de 

anomalias associadas a disgenesia gonadal (Quadro 2) vem crescendo nos 

últimos anos com a inclusão de quadros sindrômicos decorrentes de mutações em 

genes autossômicos recentemente identificados, participantes da diferenciação 

gonadal [10]. 
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Quadro 2. Distúrbios da diferenciação gonadal associados a disgenesia gonadal e 

fenótipo correspondente [19]. 

Nomenclatura Fenótipo* 

  

Disgenesia gonadal pura (46,XX e 46,XY) F 

Disgenesia gonadal parcial XY A 

Disgenesia gonadal mista A 

Disgenesia gonadal associada a doença renal F/A 

Disgenesia gonadal associada a displasia camptomélica F/A 

Síndrome de Turner F 

Aberrações estruturais do cromossomo X sem fenótipo 

"Turner" 
F 

Síndrome de Klinefelter M 

*Fenótipo: F= feminino / A= ambíguo / M= masculino 

 

Dentre essas disgenesias gonadais destaca-se a disgenesia gonadal 

pura 46,XY e a disgenesia gonadal parcial XY, na qual, assim como na DGM, são 

encontradas gônadas disgenéticas e testículos disgenéticos. 

 

i. Disgenesia gonadal pura 

O termo disgenesia gonadal pura é aplicado a indivíduos com fenótipo 

feminino, sem ambiguidade genital, com a presença de genitais internos 

femininos, gônadas disgenéticas e cariótipo normal (46,XX ou 46,XY) [41; 19].  
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A disgenesia gonadal pura XY é entidade geneticamente heterogênea, 

caracterizada pelo fenótipo feminino com estatura normal em indivíduos com 

cariótipo 46,XY e gônadas disgenéticas, com risco elevado para o 

desenvolvimento de tumores gonadais. Cerca de 20 a 30% dos casos de 

disgenesia gonadal pura XY desenvolvem gonadoblastoma e/ou disgerminoma 

[19; 42]. Habitualmente, o diagnóstico é feito na adolescência por ausência de 

desenvolvimento puberal e gonadotrofinas elevadas [19; 43].  

 

ii. Disgenesia gonadal parcial XY 

Também chamada de disgenesia gonadal incompleta ou pseudo-

hermafroditismo masculino disgenético, a disgenesia gonadal parcial XY (DGP 

XY) é caracterizada pela presença de cariótipo 46,XY, sem mosaicismo, em 

indivíduos com diferenciação testicular parcial, presença de derivados dos dutos 

de Müller e ambiguidade genital sem sinais clínicos da síndrome de Turner. A 

histologia gonadal na DGP XY é variável, porém é comum observar túbulos 

seminíferos hipoplásicos associados a áreas semelhantes ao estroma ovariano. A 

virilização da genitália externa e interna é inversamente proporcional ao grau de 

disgenesia e há risco aumentado de transformação neoplásica das gônadas, com 

a ocorrência de gonadoblastomas, além de seminomas e disgerminomas.  Na 

maioria dos casos a etiologia é desconhecida, mas já foram descritas mutações no 

gene SRY e no gene NR5A1 (tanto em heterozigose quanto em homozigose) [41; 

44].  

 A DGP XY apresenta o mesmo fenótipo gonadal e genital da DGM. A 

distinção entre esses dois quadros se dá por meio do exame de cariótipo, que 

deve ser complementado por FISH nos casos em que é alta a suspeita de 

mosaicismo, buscando afastar com alto grau de probabilidade a presença de 

linhagem 45,X. Esse diagnóstico diferencial é essencial para estabelecer a 

necessidade de investigação de anomalias congênitas e doenças adquiridas, 

como já foi mencionado nos tópicos anteriores [41; 45]. 
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2. Justificativa 
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O cariótipo 45,X/46,XY pode ser encontrado em indivíduos com 

diferentes fenótipos: gônadas disgenéticas, genitais femininos e ST; testículos 

disgenéticos bilaterais ou associados a gônada disgenética, e ambiguidade genital 

(DGM); tecido ovariano e testicular e ambiguidade genital (hermafroditismo); e 

esterilidade em indivíduos com genitais masculinos normais.  

Vários pesquisadores têm se debruçado sobre a questão do diagnóstico 

de mosaicismo com linhagem contendo cromossomo Y em pacientes com ST e 

cariótipo 45,X aparentemente homogêneo. No entanto, é pouco estudada a 

questão inversa , ou seja, as estratégias de detecção de linhagem 45,X em 

indivíduos com ambiguidade genital ou esterilidade e cariótipo 46,XY 

aparentemente homogêneo. Nesses indivíduos, a falta de detecção do 

mosaicismo faz com que deixem de ser investigados em relação a uma série de 

problemas clínicos congênitos e outros que podem surgir ao longo da vida. 

A presença de mosaicismo em baixa frequência pode não ser detectada 

pela análise de um pequeno número de células em linfócitos (de origem 

mesodérmica), como ocorre no exame de cariótipo rotineiro. Essa detecção pode 

depender da análise de diferentes tecidos, do estudo de grande número de células 

e de maior sensibilidade das técnicas empregadas.  

O estudo do cariótipo a partir de culturas de fibroblastos (de origem 

ectodérmica) vem sendo empregado na pesquisa de mosaicismo, porém é feito 

por meio de procedimento mais invasivo (biópsia de pele), que exige maior tempo 

de cultura e maior gasto de material de consumo e de recursos humanos, 

trazendo, portanto, maior custo, além de ser mais susceptível a contaminação.  

Nesse tipo de cultura há ainda resistência frequente das células à ação da 

colchicina e possibilidade de ocorrência de pseudomosaicismo in vitro. Esta, 

portanto, não é a técnica ideal para ser empregada como rotina no diagnóstico.  

Um método não invasivo, mais simples e barato, como a análise de 

células obtidas de raspado do epitélio bucal (também de origem ectodérmica) por 



 

 

33 

 

meio da aplicação da técnica de FISH seria de grande auxílio na detecção 

rotineira de mosaicismo em baixa freqüência nesses pacientes [46; 47].  
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3. Objetivos 
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O objetivo geral deste trabalho foi verificar se a técnica de FISH em 

células de mucosa oral pode ser empregada na investigação de criptomosaicismo 

com linhagem 45,X em indivíduos com DDS ou esterilidade e cariótipo 46,XY.  

 

Já os objetivos específicos foram:  

- Verificar a frequência de núcleos 45,X por meio da técnica de FISH usando 

sondas específicas para os cromossomos X e Y em linfócitos e mucosa oral de 

adultos jovens normais; 

- Verificar se há diferença significativa entre a frequência de núcleos 45,X por meio 

de FISH nos dois tecidos desses indivíduos. 

- Analisar os resultados de FISH em linfócitos e mucosa oral de indivíduos com 

DDS e mosaicismo 45,X/46,XY previamente confirmado ou suspeitado. 
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4. Casuística e Métodos  
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a) Casuística 

A casuística foi composta por 19 homens saudáveis com idade entre 21 

e 29 anos (média: 23 anos) (casos 1 a 19). Foram critérios de exclusão: 

antecedentes pessoais de genitoplastias (orquidopexia, uretroplastia) e terapia de 

reposição com hormônios masculinos para indução e (ou) manutenção de 

caracteres sexuais secundários masculinos; antecedentes pessoais de anomalias 

congênitas cardíacas, renais e de vias urinárias e de doença tiroidiana auto-imune; 

e baixa estatura.  

Um segundo grupo analisado foi constituído por cinco pacientes com 

distúrbios da diferenciação do sexo (DDS) atendidos no ambulatório do Grupo 

Interdisciplinar de Estudos da Determinação e Diferenciação do Sexo (GIEDDS) 

da Faculdade de Ciências Médicas e Hospital de Clínicas da Universidade 

Estadual de Campinas cujas idades variaram de 5 a 23 anos (média: 12,6 anos) 

(casos 1-A a 5-A). Três tinham sexo social masculino e dois feminino; um dos 

pacientes tinha diagnóstico prévio de DGP 46,XY e vinha apresentando déficit de 

crescimento durante o seguimento, o que gerou suspeita de criptomosaicismo com 

linhagem 45,X, e os demais tinham cariótipo 45,X/46,XY, dos quais três com DGM 

e um com ST (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Diagnóstico clínico e constituição cromossômica dos 5 pacientes com 

distúrbios da diferenciação do sexo que fizeram parte da casuística deste trabalho. 

 

Caso 
Diagnóstico 

Clínico 
Cariótipo 

1-A DGM 45,X[2]/46,XY[48] 

2-A DGP XY 46,XY[50] 

3-A DGM 45,X[34]/46,XY[16] 

4-A ST 45,X[14]/46,XY[36] 

5-A DGM 45,X/46,XY,del(Y)(q12) 

 

DGM= disgenesia gonadal mista; DGP XY= disgenesia gonadal parcial 46,XY; ST= síndrome de 

Turner 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade 

de Ciências Médicas da UNICAMP (Parecer 408/2011, Anexo 1) e os sujeitos da 

pesquisa ou seus responsáveis assinaram o termo de consentimento livre e 

esclarecido (Anexo 2). 

 

b) Métodos 

O protocolo de investigação do grupo de homens normais iniciou-se 

com o estudo do cariótipo por meio de cultura de linfócitos com análise de 50 

células, o que permitiu excluir um mosaicismo de 6% ou mais com 95% de 

confiabilidade [47]. O cariótipo normal desses indivíduos (46,XY) permitiu que 

fossem em seguida analisados, por meio de FISH com sondas específicas para os 
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cromossomos X e Y, núcleos interfásicos de linfócitos de sangue periférico e 

mucosa oral. Buscou-se ainda aumentar, por meio de FISH, o número de 

metáfases analisadas, a fim de, juntamente com as 50 metáfases obtidas pelo 

cariótipo convencional, aumentar ainda mais a probabilidade de que os indivíduos 

analisados fossem cromossomicamente normais. Os pacientes com mosaicismo 

45,X/46,XY também foram submetidos a FISH para análise de núcleos interfásicos 

de linfócitos e mucosa oral. 

 

i. Análise citogenética por bandamento G 

O exame de cariótipo foi realizado no Laboratório de Citogenética 

Humana do Departamento de Genética Médica, da Faculdade de Ciências 

Médicas / Unicamp, por meio de cultura de linfócitos obtida pela técnica descrita 

por Moorhead et al. [48], com modificações. 

Coleta da amostra – Após assepsia local com álcool 70%,  foram 

coletados  5mL de sangue por meio de punção venosa com tubos de coleta a 

vácuo da marca BD® contendo heparina sódica.  

Preparo da Cultura – Foram adicionados em média 0,5mL de sangue 

total heparinizado a frascos de cultura âmbar contendo 5mL de meio de cultura 

RPMI, 15% de soro fetal bovino e 0,2mL de fitohemaglutinina, todos da marca 

GIBCO®. Os frascos de cultura foram incubados a 37°C por 72 horas. Duas horas 

antes do fim desse período foi acrescentada uma gota (0,02mL) de brometo de 

etídio 1mg/mL e 30 minutos antes do término da cultura foram adicionadas duas 

gotas (0,04mL) de colquicina 4x10E-5M à cultura (ambos da marca SIGMA®). 

Após o final do período de incubação foi realizada a hipotonia direta utilizando-se 

5mL de solução hipotônica de KCl 0,075M a 37°C por 30 minutos. Após a 

hipotonia foi realizada a fixação utilizando-se como fixador metanol e ácido acético 

(3:1) (ambos da marca MERCK®). 
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Preparação das lâminas – para a confecção das lâminas, as mesmas 

foram colocadas em etanol a 70% por alguns minutos, posteriormente colocadas 

em água deionizada e escorridas. Em seguida foram pingadas sobre as lâminas 

duas a três gotas do material fixado com o auxílio de pipetas Pasteur. As lâminas 

foram colocadas em uma estufa na temperatura de aproximadamente 55°C 

durante alguns minutos e foram observadas em microscópio de contraste de fase 

a fim de confirmar o aparecimento de metáfases. 

Bandamento G – foi realizado de acordo com a técnica descrita por 

Sanchez et al. [49], com pequenas modificações. As lâminas foram deixadas em 

estufa a 60°C por aproximadamente 24 horas e em seguida incubadas em tampão 

fosfato 0,06M pH 6,8 em banho-maria a 37°C por um período de 15 minutos. Após 

a incubação, as lâminas foram coradas com solução de eosina e azul de metileno 

segundo Wright diluído em tampão fosfato na proporção de 1:3 por 5 minutos. 

Análise Cromossômica – Foram analisadas 50 metáfases de cada 

indivíduo em microscópio óptico comum da Olympus® e as imagens foram 

capturadas utilizando o software FISHView da Applied Spectral Imaging®. A 

resolução obtida foi de 400 a 550 bandas. 

Armazenamento do material – Após as análises, todos os pellets foram 

armazenados em tubos “eppendorf” contendo solução fixadora, à temperatura de -

20°C, para a realização da FISH. 

 

ii. FISH (hibridação in situ com fluorescência) em linfócitos  

Para a técnica de FISH foram utilizadas sondas tipo alfa-satélite lócus 

específica para as regiões centroméricas dos cromossomos X (DXZ1, marcada 

em verde) e Y (DYZ3, marcada em vermelho) (Cytocell Vysis, Inc., Downers 

Grove, IL).  
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Na preparação das lâminas foram utilizadas suspensões de linfócitos de 

sangue periférico estocadas em solução de metanol e ácido acético (3:1) a -20°C. 

Antes do procedimento, as lâminas permaneceram a 65°C por 2 horas, em média. 

Em seguida, foram incubadas a 37°C por 40 minutos em solução de 2XSSC (pH 

7,0). Na seqüência, passaram por uma série de banhos em etanol (70%, 85% e 

100%), por 1 minuto em cada concentração e foram secadas naturalmente em 

temperatura ambiente. As lâminas foram previamente avaliadas em microscópio 

de fase, para seleção da área de hibridação contendo preferencialmente grande 

número de núcleos interfásicos. 

Após essa etapa, a sonda foi aplicada na área previamente 

selecionada, marcada com caneta diamante. Em seguida, a área de hibridação foi 

coberta com uma lamínula e selada com cola especial (cola vinil da marca 

Brascola®). Na sequência, as lâminas foram aquecidas a 75 °C por 7 minutos para 

a desnaturação dos cromossomos e do DNA da sonda. A hibridação ocorreu em 

caixa umedecida a 37°C por aproximadamente 16 horas. Após a hibridação, 

removeu-se a lamínula e iniciou-se um processo de lavagem rápida da lâmina 

mantendo-a em uma solução de 2x SSC/0.1% Tween 20 (pH 7,0) por 2 minutos 

em temperatura ambiente.  

Após essa fase, a lâmina foi colocada em uma solução de 

0,4xSSC/0.3% Tween 20 a 72ºC (±1ºC) (pH 7,0) por 1 minuto, sem agitação e em 

seguida colocadas em uma solução de 2xSSC/0,1% Tween 20 (pH 7,0) por 1 

minuto em temperatura ambiente, com leve agitação. A lâmina foi seca em 

temperatura ambiente, e a seguir foram aplicados sobre ela 10µl de DAPI. A área 

selecionada foi coberta com lamínula (24x32) e em seguida a lâmina foi guardada 

em uma caixa escura por no mínimo 10 minutos antes de observar em 

microscópio de fluorescência. As soluções utilizadas para a realização da técnica 

de FISH estão no Anexo 05. 

A análise das lâminas foi realizada em microscópio de fluorescência 

BX51-BF-II/BX2 da Olympus® com filtros de fluorescência adequados e as 
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imagens foram capturadas utilizando o software FISHView da Applied Spectral 

Imaging®.  

Buscou-se analisar 1000 núcleos interfásicos de linfócitos de cada um 

dos homens normais e dos pacientes com DDS. Foi realizado ainda um aumento 

da contagem de metáfases no grupo de homens saudáveis, fazendo uso daquelas 

que fossem encontradas na área de hibridação. 

 

iii. FISH (hibridação in situ com fluorescência) em mucosa oral 

Já para a realização da FISH em mucosa oral foi utilizado o protocolo 

adaptado proposto por Romczak et al. [50]. As células da mucosa bucal foram 

coletadas com uma haste de madeira das laterais internas da bochecha. A 

amostra foi colocada imediatamente em tubo contendo solução salina estéril, o 

qual foi centrifugado três vezes com salina e mais três vezes com solução fixadora 

(3:1 de metanol e ácido acético). Após 24 horas, as amostras foram pingadas em 

lâminas e armazenadas em estufa 65ºC por 2 horas. 

 As lâminas foram previamente avaliadas em microscópio de fase, para 

seleção da área de hibridação. Após essa etapa, foram colocadas em solução de 

2xSSC a 73ºC por 2 minutos, e colocadas em solução contendo pepsina 

(SIGMA®) 0.005% em 10 mM HCl a 37ºC por 40 minutos. As lâminas foram 

lavadas duas vezes no tampão PBS 1X, deixadas em solução de PBS 1x/formol 

puro por 5 minutos e passadas novamente duas vezes no tampão PBS 1X.  

Após essas etapas, as lâminas foram passadas em três concentrações 

de etanóis gelados (70%, 85% e 100%) por 1 minuto cada. Na fase de pré-

desnaturação, as lâminas foram deixadas em solução de 2xSSC/formamida 70% 

por 2 minutos a 72ºC e novamente passadas por 1 minuto em cada concentração 

de etanol gelado (70%, 85% e 100%). Após a secagem das lâminas, foram 

colocados 10µl de sonda na região selecionada e esta foi coberta com uma 

lamínula. Para hibridação, as lâminas foram colocadas na chapa aquecedora a 
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73ºC por 10 minutos e logo depois foram armazenadas em caixas úmidas e 

escuras por aproximadamente 20 horas a 65ºC. 

Para a lavagem foi necessário retirar as lamínulas e deixar as lâminas 

na solução de 2xSSC/0,05% tween 20 a 37ºC por 5 minutos, na solução 

0,4xSSX/0,15% tween 20 a 73ºC por 2 minutos,  passá-las em seguida em 

2xSSC/0,05% tween em temperatura ambiente e posteriormente em água milique. 

Após a secagem das lâminas, foram colocados 10µl de DAPI e as regiões 

selecionadas foram cobertas com lamínulas.  

A análise das lâminas também foi realizada em microscópio de 

fluorescência BX51-BF-II/BX2 da Olympus® com filtros de fluorescência 

adequados e as imagens foram capturadas utilizando o software FISHView da 

Applied Spectral Imaging®. A análise envolveu a contagem de 1000 núcleos dos 

indivíduos saudáveis e dos pacientes com 46,XY e mosaico 45,X/46,XY. 

 

iv. Análise estatística 

Os dados foram organizados em planilha Excel e analisados por meio 

do programa computacional SAS System for Windows (Statistical Analysis 

System), versão 9.2. SAS Institute Inc, 2002-2008, Cary, NC, USA. O teste de 

normalidade Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a distribuição dos dados, a 

comparação das medidas numéricas entre indivíduos normais e pacientes com 

DDS foi feito por meio do teste de Mann-Whitney e a comparação dos resultados 

obtidos na análise dos dois tipos de células foi feita por meio do teste de Wilcoxon 

para amostras relacionadas. Para verificar associação linear entre parâmetros de 

interesse foi utilizado o coeficiente de correlação linear de Spearman. O nível de 

significância adotado para os testes estatísticos foi 5%. 
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5.  Resultados 
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a. Cariótipo 

O protocolo de investigação iniciou-se com o estudo do cariótipo por 

meio de cultura de linfócitos com análise de 50 células no grupo de homens 

saudáveis. Todos apresentaram resultado normal (46,XY) nas 50 células 

analisadas.  

 

b. Análise por FISH no grupo de homens normais 

i. Ampliação da análise de metáfases de linfócitos de sangue periférico  

A análise adicional de metáfases de linfócitos de sangue periférico que 

se encontravam na área de hibridação (de sete a 180, em média 75) permitiu 

aumentar o grau de confiabilidade na exclusão de mosaicismo nessa amostra 

(Tabela 2). Somando a análise por FISH àquela realizada por meio do cariótipo 

convencional, somente dois indivíduos (casos 11 e 13) tiveram metáfases 45,X 

detectadas (2/155 e 1/131, respectivamente). Considerando que foram 

encontradas menos de 2% de células com essa anormalidade, os dois indivíduos 

não foram excluídos da amostra. 
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Tabela 2 – Ampliação da análise de metáfases obtidas de linfócitos de sangue 

periférico de homens saudáveis por meio de FISH com sondas específicas para os 

cromossomos X e Y. 

Caso 45,X 46,XY Total 

Total incluindo as 50 
metáfases do 

cariótipo 
convencional 

    
 

1 0 7 7 57 

2 0 180 180 230 

3 0 47 47 97 

4 0 161 161 211 

5 0 65 65 115 

6 0 121 121 171 

7 0 32 32 82 

8 0 28 28 78 

9 0 77 77 127 

10 0 28 28 78 

11 2 103 105 155 

12 0 49 49 99 

13 1 80 81 131 

14 0 43 43 93 

15 0 14 14 64 

16 0 37 37 87 

17 0 72 72 122 

18 0 156 156 206 

19 0 134 134 184 
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ii. Análise de núcleos interfásicos no grupo de homens normais 

Os achados referentes à análise de núcleos interfásicos de linfócitos e 

mucosa oral dos homens saudáveis encontram-se na Tabela 3. Em ambos os 

tecidos, o teste de Shapiro-Wilk revelou que essa variável tinha distribuição normal 

(p=0,105 e p=0,082, respectivamente). A proporção de núcleos contendo apenas 

o sinal do cromossomo X variou de zero a 14:1.000 em linfócitos de sangue 

periférico (média: 4,6; desvio-padrão: 3,7) e de zero a 13:1.000 em células de 

mucosa oral (média: 5,2; desvio-padrão: 4,0). Assim, o achado de núcleos 

contendo apenas o sinal do cromossomo X em número superior a 12:1.000 em 

linfócitos e 13:1.000 em células de mucosa oral (média mais dois desvios-padrão) 

deve ser considerado indicativo de mosaicismo em nosso laboratório, uma vez 

que só 2,5% dos indivíduos normais terão números superiores a estes. Esse 

diagnóstico poderá ser feito com um grau de segurança ainda maior se forem 

encontrados números superiores a 16:1.000 em linfócitos e 17:1.000 em células 

de mucosa oral (média mais três desvios-padrão). 

A comparação da frequência de núcleos contendo apenas o sinal do 

cromossomo X nos linfócitos e células de mucosa oral desses indivíduos não 

mostrou diferença significativa (p=0,6855). Foi observada correlação negativa 

significativa entre a idade dos indivíduos e a frequência de núcleos contendo 

somente o sinal de X em células de mucosa oral (=-0,47331; p=0,0407), mas não 

em linfócitos (=-0,01647; p=0,9466). 
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Tabela 3 – Análise de núcleos interfásicos de linfócitos de sangue periférico e 

mucosa oral de homens saudáveis por meio de FISH com sondas específicas para 

os cromossomos X e Y. 

 
Linfócitos Mucosa oral 

 

1 sinal  

de X 

1 sinal de 
X e 1 de Y 

Total 
1 sinal 
de X 

1 sinal de 
X e 1 de Y 

total 

    
 

1 10 990 1000 14 986 1000 

2 3 997 1000 3 997 1000 

3 7 993 1000 6 994 1000 

4 1 999 1000 10 990 1000 

5 3 997 1000 5 995 1000 

6 2 998 1000 4 996 1000 

7 6 994 1000 0 1000 1000 

8 10 990 1000 8 992 1000 

9 4 996 1000 3 997 1000 

10 5 995 1000 2 998 1000 

11 0 1000 1000 8 992 1000 

12 0 1000 1000 2 998 1000 

13 1 999 1000 0 1000 1000 

14 3 997 1000 3 997 1000 

15 14 986 1000 7 993 1000 

16 7 993 1000 13 987 1000 

17 5 995 1000 4 996 1000 

18 3 997 1000 4 996 1000 

19 4 996 1000 2 998 1000 
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c. Análise de núcleos interfásicos no grupo de pacientes com DDS 

Os achados referentes à análise de núcleos interfásicos de linfócitos e 

mucosa oral dos pacientes com DDS encontram-se na Tabela 4. Apenas no caso 

da paciente 4-A não foi possível contar os 1000 núcleos previstos por haver 

material insuficiente. Foram detectados núcleos contendo apenas o sinal do 

cromossomo X tanto nos quatro casos em que o mosaicismo já havia sido 

observado no cariótipo convencional quanto no caso 2-A, cujo cariótipo era 46,XY 

em 50 células. Nesse caso, a confirmação da presença da linhagem 45,X foi feita 

por meio do estudo de 144 metáfases também por FISH, sendo encontradas 15 

células 45,X (10,4%). 

A proporção de núcleos contendo apenas o sinal do cromossomo X 

variou de 76:1.000 a 430:1.000 em linfócitos de sangue periférico (média: 266,8; 

desvio-padrão: 130,7) e de 234 a 430:1.000 em células de mucosa oral (média: 

348,8; desvio-padrão: 76,1). A frequência de núcleos contendo apenas o sinal do 

cromossomo X diferiu significativamente da observada em indivíduos normais 

tanto em linfócitos (p=0,0008) quanto em células de mucosa oral (p=0,0008). 

No caso 5-A houve ainda outros achados além da presença de um sinal 

de X ou um sinal de X e um de Y, indicando a existência de outras linhagens 

celulares além daquelas detectadas no cariótipo convencional (45,X e 

46,XY,del(Y)(q12)). 

A comparação da frequência de núcleos contendo apenas o sinal do 

cromossomo X nos linfócitos e células de mucosa oral desses pacientes não 

mostrou diferença significativa (p=0,3750). Foi observada correlação negativa 

significativa entre a idade dos indivíduos e a frequência de núcleos contendo 

somente o sinal de X em linfócitos (=-0,90000; p=0,0374), mas não em células de 

mucosa oral (=-0,20000; p=0,7471). 
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Tabela 4 – Análise de núcleos interfásicos de linfócitos de sangue periférico e 

mucosa oral de pacientes com DDS por meio de FISH com sondas específicas 

para os cromossomos X e Y. 

 

Linfócitos Mucosa oral 

Caso 

1 sinal 
de X 

1 sinal 
de X e 1 

de Y 
Outros* Total 

1 
sinal 
de X 

1 sinal 
de X e 1 

de Y 
Outros* Total 

  

1-A 76 924 0 1000 355 645 0 1000 

2-A 233 767 0 1000 234 766 0 1000 

3-A 430 570 0 1000 430 570 0 1000 

4-A 331 669 0 1000 324 535 0 859** 

5-A 267 557 176 1000 401 519 80 1000 

 

*Núcleos apresentando 1 sinal de X e 2 sinais de Y muito próximos; núcleos com 1 sinal de X e 2 sinais 

separados de Y; e núcleos com 1 sinal de X e 4 sinais de Y. 

**Material insuficiente para a contagem de 1000 núcleos. 
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6. Discussão 
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Em pacientes com ST, como já foi visto, a perda total ou parcial do 

segundo cromossomo sexual associa-se com freqüência significativa a diversas 

anomalias congênitas e afecções adquiridas ao longo da vida. Assim, uma vez 

firmado esse diagnóstico, o protocolo de investigação de anomalias congênitas 

associadas inclui avaliação cardiovascular (com eletrocardiograma e 

ecocardiograma, além de ressonância magnética em determinados casos), 

ultrassonografia renal, audiometria, exame oftalmológico, avaliação da função 

tireoideana, avaliação ortodôntica e densitometria óssea, entre outros exames 

[15].  

O seguimento de casos de ST inclui avaliação cardiovascular e 

audiológica e screening para doença celíaca periódicos (a cada cinco anos, por 

exemplo), além de investigação no mínimo anual da função tireoideana, da função 

hepática, da tolerância a carboidratos e da presença de dislipidemias. Além disso, 

em crianças e pré-adolescentes, a terapia de promoção do crescimento com GH 

(hormônio de crescimento) permite aumento da estatura final, que é tanto maior 

quanto mais cedo for iniciada a terapia [15].  

Os resultados deste trabalho indicam que, nas condições técnicas 

existentes em nosso laboratório, o achado de núcleos interfásicos contendo, na 

hibridação in situ, apenas o sinal do X em número superior a 12:1.000 em 

linfócitos ou a 13:1.000 em mucosa oral são indicativos da presença de 

mosaicismo com linhagem 45,X. Além disso, a observação de que a frequência de 

núcleos contendo apenas o sinal do cromossomo X em linfócitos não difere 

daquela encontrada em mucosa oral permite que em indivíduos com DDS ou 

esterilidade e cariótipo 46,XY a pesquisa de mosaicismo com linhagem 45,X 

possa ser feita por meio de FISH diretamente em núcleos de mucosa oral. É 

possível, assim, aumentar significativamente o número de células analisadas ao 

mesmo tempo em que se investiga a presença de mosaicismo em tecido de outra 

origem embrionária e sem necessidade de nova cultura de linfócitos. 

Ao avaliar um indivíduo com ambiguidade genital, o cariótipo é o ponto 

de partida da investigação. Indivíduos com anomalias numéricas ou estruturais de 
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cromossomos sexuais ou quimerismo (46,XX/46,XY) podem apresentar diferentes 

quadros de distúrbios da diferenciação gonadal (DDG), incluindo DGM e 

hermafroditismo. O cariótipo 46,XX também pode estar associado a um  DDG 

(hermafrodistismo ou homem 46,XX), mas frequentemente indica que a 

ambiguidade genital é decorrente de excesso de andrógenos fetais 

(particularmente hiperplasia adrenal congênita), fetoplacentários ou maternos. 

Finalmente, um resultado de cariótipo 46,XY também pode se associar a um DDG 

(disgenesia gonadal parcial e hermafroditismo, entre outros), mas mais 

frequentemente está presente em indivíduos cuja ambiguidade genital é 

decorrente de anomalias na produção ou ação de hormônios testiculares [52].   

A partir do resultado do cariótipo, exames hormonais, histopatológicos, 

moleculares e de imagem são utilizados para dar prosseguimento à investigação e 

chegar ao diagnóstico etiológico [53]. Assim, no momento em que é solicitado o 

exame de cariótipo os elementos existentes para o estabelecimento da hipótese 

diagnóstica são ainda escassos (somente história clínica e exame físico, na 

maioria das vezes) e não é possível prever se haverá necessidade de pesquisar 

mosaicismo por FISH. 

Em homens com genitais masculinos típicos cuja queixa é esterilidade, 

o exame de cariótipo busca detectar não só a síndrome de Klinefelter (47,XXY) 

mas também anomalias estruturais do cromossomo Y ou mesmo anomalias 

autossômicas aparentemente equilibradas. Revisões recentes sobre o assunto 

não chegam a mencionar o cariótipo 45,X/46,XY como um dos possíveis achados 

[54], embora, como já foi visto, essa constituição cromossômica possa ser 

encontrada nesses casos [39; 40]. Assim, no momento da solicitação do exame de 

cariótipo raramente essa é uma hipótese que já esteja sendo considerada, e 

também raramente está prevista a necessidade de pesquisar mosaicismo por 

FISH. 

Portanto, não raro a necessidade de buscar mosaicismo com linhagem 

45,X em um indivíduo com DDS ou esterilidade e cariótipo 46,XY surge num 

momento em que não é mais possível utilizar, para FISH, material da cultura de 
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linfócitos a partir da qual foi analisado o cariótipo. Nesses indivíduos, a análise de 

núcleos interfásicos de mucosa oral poderia ser usada como rotina. 

Nos casos em que a análise de 1.000 núcleos de células desse tecido 

indicar a presença de linhagem 45,X por meio de 13 ou mais núcleos contendo 

apenas o sinal do X, é necessário buscar confirmação por meio de FISH em 

metáfases de linfócitos. De todo modo, esse achado inicial pode já justificar a 

investigação de anomalias congênitas associadas à linhagem 45,X, bem como o 

seguimento desses indivíduos como preconizado para a ST, particularmente 

quando o número de núcleos com resultado anômalo for superior a 17:1.000. 

Perante valores entre 13 e 17:1.000, a pertinência de dar início à investigação de 

anomalias congênitas e ao seguimento deve ser avaliada caso a caso, 

considerando o quadro clínico como um todo, incluindo dados antropométricos, 

exame dismorfológico e características genitais e de função gonadal. 

Ao aplicar a técnica de FISH a linfócitos e células de mucosa oral do 

paciente 2-A, com diagnóstico prévio de disgenesia gonadal parcial 46,XY, foi 

possível chegar ao diagnóstico correto nesse caso, que é o de DGM - como já foi 

visto, em ambas as condições há disgenesia testicular parcial e ambiguidade 

genital. Uma vez confirmado esse diagnóstico, a criança pôde ser submetida a 

todos os exames necessários para detectar outras anomalias congênitas, passou 

a ser seguida nos moldes preconizados para a ST e também a receber GH, uma 

vez que já se comprovou o benefício do uso desse hormônio na melhora da altura 

final também em indivíduos com DGM [55]. 

O paciente 2-A, criado no sexo masculino, deverá ter seu 

desenvolvimento puberal futuro acompanhado cuidadosamente. Isso porque 

embora seja possível que a presença de ao menos um testículo em um indivíduo 

com DGM permita o desenvolvimento de caracteres puberais espontâneos, pode 

haver falência secundária das células de Leydig que requeira terapia de reposição 

com testosterona [55].  
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Nos cinco pacientes com DDS, o número de células com apenas o sinal 

do X nos dois tecidos analisados foi muito superior ao limite calculado a partir do 

estudo dos jovens normais. Esse fato foi observado até mesmo no indivíduo 2-A, 

que tinha cariótipo de rotina normal em 50 células. Esse caso pode ser 

considerado modelo de situação em que o FISH, mesmo que realizado apenas em 

células de mucosa oral, poderia ser utilizado como exame de rotina para a 

elucidação do diagnóstico etiológico em casos de DDS 46,XY. Nesses cinco 

indivíduos também não houve diferença significativa entre os dois tecidos na 

proporção de núcleos contendo apenas o sinal do X, confirmando que o FISH 

somente de mucosa oral poderia ser utilizado na rotina. 

No caso 5-A, no qual já eram conhecidas duas linhagens pelo cariótipo 

convencional, uma monossômica e outra com deleção do braço longo do 

cromossomo Y, achados adicionais em proporção significativa dos núcleos nos 

dois tecidos indicaram a existência de linhagens adicionais. Entre elas deve haver 

ao menos uma linhagem 47,XYY e uma 49,XYYYY, resultantes de falta de 

disjunção do Y estruturalmente anômalo na mitose. 

Finalmente, é difícil interpretar os achados de correlação negativa entre 

a idade dos jovens saudáveis que compuseram a amostra deste trabalho e a 

frequência de núcleos de mucosa oral contendo apenas o sinal do X, e de 

correlação também negativa entre a idade dos indivíduos com DDS e a frequência 

de núcleos de linfócitos com essa mesma característica. De todo modo, os dois 

grupos de indivíduos diferem em relação ao fato de que, entre jovens normais, a 

perda do cromossomo Y na divisão celular deve ocorrer de forma casual, 

enquanto que em indivíduos com mosaicismo pode haver mudanças na proporção 

de diferentes linhagens celulares em mosaico ao longo do tempo [56; 57].   

Os resultados deste trabalho indicam, portanto, que a pesquisa de 

mosaicismo com linhagem 45,X em indivíduos com DDS ou esterilidade e cariótipo 

46,XY pode ser feita por meio de FISH em células de mucosa oral. Esse exame 

torna desnecessária a realização de cultura de linfócitos para essa investigação 

(embora esta deva ser realizada buscando confirmar os casos positivos) e pode 
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também substituir a cultura de fibroblastos por biópsia de pele como meio de 

avaliar a constituição cromossômica em tecido de origem embrionária diversa do 

sangue periférico. Seu emprego tem, portanto, vantagens evidentes em termos de 

custo e rapidez, além de não ser invasivo.  
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7. Conclusões 
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 Nas condições técnicas existentes em nosso laboratório, a presença de apenas o 

sinal do X na FISH em número superior a 12:1.000 em linfócitos ou a 13:1.000 em 

mucosa oral são indicativos da presença de mosaicismo com linhagem 45,X.  

 Não há diferença significativa na frequência de núcleos contendo apenas o sinal 

do X entre linfócitos e de mucosa oral de jovens saudáveis. 

 Em indivíduos com DDS e cariótipo 45,X/46,XY conhecido ou suspeitado, o uso da 

FISH revela núcleos contendo apenas o sinal do X em número significativamente 

maior que o de jovens normais, também sem diferença entre os dois tecidos 

analisados. 

 Em indivíduos com DDS ou esterilidade e cariótipo 46,XY, a investigação de 

mosaicismo com linhagem 45,X pode ser  pode ser feita por meio de FISH 

diretamente em núcleos de mucosa oral.  
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a) Anexo 01. Parecer do Comitê de Ética 
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b) Anexo 02. Termo de consentimento livre e esclarecido 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 

FACULDADE DE CIÊNCIAS MÉDICAS 

DEPARTAMENTO DE GENÉTICA MÉDICA 

 

 

Investigação da frequência de núcleos 45,X por meio de FISH em linfócitos e 

mucosa oral de homens normais e sua aplicação a mosaicos 45,X/46,XY 

 

 

Responsáveis: Juliana de Paulo (Mestranda) e Profa. Dra. Andréa Trevas Maciel 

Guerra (orientadora). 

 

Nome: 

__________________________________________________________________

__ 

Registro Hospitalar: ______________ RG:_________________ 

 

Endereço: 

_________________________________________________________________ 

Cidade: _______________Estado:_____ CEP: _____________ 
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Fone: (     ) ______________ 

 

Acompanhante:_____________________________________________________

_____ 

Grau de 

parentesco:______________Idade:______________RG:_________________ 

 

 

Justificativa e objetivos do trabalho 

Quadros de ambiguidade genital e esterilidade com cariótipo masculino 

normal (46,XY) podem ser devidos à presença de uma linhagem com anomalia 

cromossômica (45,X) não detectável pelos exames de rotina em sangue. Quando 

essa linhagem anormal não é detectada, esses indivíduos deixam de ser avaliados 

e tratados adequadamente. O objetivo deste trabalho é buscar um exame que 

permita a detecção dessa linhagem 45,X em um outro tecido (mucosa oral) por 

meio de técnica não invasiva, mais simples, rápida, e de menor custo. Para isso, 

utilizaremos a técnica de FISH, que é o aprofundamento do estudo cromossômico, 

para comparar os resultados encontrados em sangue e mucosa oral de homens 

da população geral. Caso o exame da mucosa oral se mostre eficaz, esses 

mesmos testes serão realizados em pessoas com cariótipo 45,X/46,XY 

previamente conhecido. 

 

Procedimento, riscos e desconfortos 

Nos voluntários da população geral, será realizada coleta de sangue 

para exame do cariótipo (análise dos cromossomos) e para estudo por FISH, e 

coleta de mucosa oral também para o estudo por FISH. Nos indivíduos com 
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cariótipo 45,X/46,XY já conhecido, será realizado FISH a partir da coleta de 

sangue e mucosa oral. 

A coleta da amostra de sangue será feita a partir de punção de veia 

periférica, por profissional habilitado (médico, enfermeira ou biomédico). Os 

desconfortos possíveis são dor, inchaço e pequenos hematomas na região, que 

desaparecem em poucos dias. A coleta de mucosa oral será feita raspando com 

suavidade a parte interna das bochechas com uma espátula, e não traz qualquer 

desconforto. 

 

Vantagens 

Os voluntários da população geral terão conhecimento sobre sua 

constituição cromossômica, ao receber o laudo do exame de cariótipo realizado 

por nosso laboratório. Quanto aos portadores de mosaicismo, o estudo permitirá 

estabelecer melhor a proporção de células normais (46,XY) e monossômicas 

(45,X) no organismo. 

 

Sigilo 

As informações sobre o resultado dos exames serão fornecidas 

diretamente aos voluntários e, no caso dos pacientes com mosaicismo, durante a 

consulta médica; se utilizadas em congressos ou publicações médicas, serão 

excluídos os nomes dos pacientes.  
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Fornecimento de informação adicional  

Garantimos aos participantes resposta a qualquer pergunta e 

esclarecimento de qualquer dúvida sobre os assuntos relacionados à pesquisa, 

sendo fornecidas, ainda, informações atualizadas durante o estudo. Maiores 

esclarecimentos podem ser fornecidos por: 

 

 

Dra. Andréa Trevas Maciel Guerra – tel: (19) 3521-8909 

Mestranda Juliana de Paulo (responsável pelo contato com os pacientes) – tel: 

(19) 3521- 8909 

Comitê de Ética em Pesquisa – Unicamp – (19) 3521-8936  

 

Recusa ou descontinuação da participação 

A participação neste estudo é livre, podendo o participante recusá-la a 

qualquer momento, sem que haja comprometimento do atendimento médico que 

recebe ou receberá no Hospital de Clínicas da Universidade Estadual de 

Campinas – Unicamp.  

A participação na pesquisa é de forma voluntária, ou seja, sem 

remuneração financeira e sem ressarcimento, pois não existirão gastos por parte 

dos participantes. 
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Local: ________________ Data:_________________ 

 

Ambulatório:________________________ 

 

Assinatura do Participante ou Acompanhante: 

_____________________________________ 

 

Pesquisador responsável pela transmissão das informações 

 

___________________________________________ 
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c) Anexo 03. Ficha de coleta de dados do grupo controle 

 

Ficha de coleta de dados – Controles 

 

Nome: 

_______________________________________________________________ 

Data de nascimento ___/___/___ Idade:______ Natural de: 

____________________ 

Contato (telefone, endereço e 

email):_________________________________________  

__________________________________________________________________

__________________________________________________________________

______ 

Desejo receber o resultado por: 

 (     ) endereço  (     ) email  (   ) outros______________ 

 

Algumas perguntas sobre a sua saúde: 

1) Quando você nasceu, os testículos estavam “presos”, teve necessidade de 

fazer algum tratamento (com remédio ou cirurgia) para “descer”?   

(     ) não  (     ) sim. 

Qual? _____________________________________________ 

2) Quando você nasceu, o médico descobriu hipospádia (abertura do canal da 

urina fora da ponta do pênis)? 
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(     ) não  (     ) sim . 

Qual? _____________________________________________ 

 3) Você nasceu com algum problema de coração? 

(     ) não  (     ) sim . 

Qual? _____________________________________________ 

4) Tem algum problema de coração atualmente? 

(     ) não  (     ) sim . 

Qual? _____________________________________________ 

5) Você nasceu com algum problema renal? 

(     ) não  (     ) sim . 

Qual? _____________________________________________ 

6) Tem algum problema renal atualmente? 

(     ) não  (     ) sim . 

Qual? _____________________________________________ 

7) Fez alguma cirurgia na infância? 

(     ) não  (     ) sim . 

Qual? _____________________________________________ 

8) Teve ou tem problema de Tireóide? 

(     ) não  (     ) sim . 

Qual? _____________________________________________ 
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9) Com quantos anos começaram a surgir os primeiros pêlos (puberdade)? 

_________ 

10) Sua puberdade foi normal ou precisou usar algum remédio (hormônio)? 

(     ) normal  (  ) uso de remédio: sim . 

Qual remédio? __________________________ 

11) Qual sua altura atual? _______________________ 

12) Altura do pai: ____________ (é mais alto que você? [   ]não   [  ] sim) 

13) Altura da mãe: ___________ (é mais alta que você? [   ]não   [  ] sim) 

14) Está fazendo uso atualmente de alguma medicação? 

(     ) não  (     ) sim . 

Qual? _____________________________________________ 
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d) Anexo 04. Protocolo de Cariótipo de sangue periférico por banda G 

 

Composição das soluções necessárias: 

 

Brometo de etídio 1mg/ml 

Pesar de 0,001 a 0,005 g e diluir na proporção de 1mg/1ml em água de 

injeção, solução fisiológica estéril ou meio RPMI. 

Colchicina 4x10-5M 

Solução mãe: pesar 0,004 g de colchicina e diluir em 10ml de solução 

salina 0,9% estéril. Manter congelada. 

Solução de uso (1:50): diluir 1ml da solução mãe em 49ml de solução 

salina 0,9% estéril.  

Cloreto de potássio (KCl) 0,075M. 

Pesar 1,398g de KCl e dissolver em 250ml de água deionizada. 

HCl 37% a 1N – 100 mL 

Diluir 8,28 mL em 100 mL de água deionizada. Essa solução precisa 

ser autoclavada.   

Solução fixadora 

Metanol (3): Ácido acético (1) 
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Protocolo: 

Coletar de 2 a 5ml de sangue através de punção venosa com seringa 

previamente heparinizada (0,2 – 0,4 ml de heparina sódica), ou em tubos de coleta 

a vácuo contendo heparina sódica (tubos com tampa verde), após assepsia local 

com álcool 70%. Também pode ser utilizado tubo com citrato de sódio para a 

coleta. 

Limpar o fluxo com álcool 70%, colocar todos os materiais necessários 

(conforme número de amostras), ligar o fluxo, a luz UV do mesmo e a luz UV da 

câmara asséptica por 15 – 20 minutos. 

Para preparação do meio de cultura adicionar, em um frasco de 50 ou 

100 ml – 80% a 90% do meio de cultura RPMI-1640; 10% a 20% de soro fetal 

bovino; adicionar 0,2ml de fitohemaglutinina e ajustar o pH para 6,8 – 7,1 

adicionando HCl 1M. 

Distribuir 5 ml do meio em cada frasco âmbar de 15 ml e adicionar de 

0,5ml a 1ml de sangue total heparinizado e tampar com rolhas de silicone. 

Incubar os frascos de cultura a 37°C por 72 horas. Entre 1,5h a 2h 

antes do término das 72 horas, adicionar 0,02ml (1 gotas) de brometo de etídio 

1mg/ml e 40 minutos antes do término das 72 horas 0,04ml (2 gotas) de colchicina 

4x10E-5M à cultura de linfócitos.  

Hipotonia Direta: Após retirar os tubos de cultura da estufa, centrifugar 

a 1.700 rpm por 5 minutos e retirar o sobrenadante. Ressuspender no vórtex (por 

aproximadamente 10 segundos), adicionar 6 ml de KCl 0,075M a 37°C, 

ressuspender novamente no vórtex (por aproximadamente 10 segundos) e colocar 

em incubadora a 37°C por 30 minutos.  

Interromper a hipotonia adicionando 0,5ml de solução fixadora (metanol 

3:1 ácido acético), ressuspender no vótex até que todo o material esteja com a 

coloração homogênea e centrifugar a 1700 rpm por 5 minutos. Retirar o 
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sobrenadante, deixando apenas 1 ml no tubo, adicionar 4 ml de solução fixadora, 

ressuspender e centrifugar novamente por 1700 rpm durante 5 minutos. Repetir o 

passo anterior por mais 3 vezes, ou até o pellet “ficar limpo” (incolor). Colocar os 

tubos no freezer por no mínimo 1 hora ou, preferencialmente, deixar por 24 horas. 

Deixar as lâminas em uma cuba com álcool 70% por alguns minutos. 

Após esse período, enxugar as lâminas com papel macio, identificar e colocar em 

uma cuba com água deionizada. Retirar o material do freezer, centrifugar, retirar o 

sobrenadante e adicionar 4 ml de “fixador novo”, centrifugar novamente e retirar o 

sobrenadante deixando apenas 1 ml ou menos do material. Pingar de três a quatro 

gotas do material, com pipetas Pasteur, sobre as lâminas molhadas. Colocar as 

lâminas em uma estufa a 50°C - 56°C, durante alguns minutos e observar em 

microscópio óptico comum com o diafragma fechado, ou em microscópio de fase.  
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e) Anexo 05. Protocolo da FISH em sangue periférico 

 

Composição das soluções necessárias para realização da FISH em mucosa 

oral: 

 

Solução 20x SSC pH 5,3 – Solução mãe 

 87,67g NaCl 

44,12g citrato de sódio 

Dissolver o NaCl e o citrato de sódio em 400mL de água destilada, ajustar o pH 

com HCL 1M e depois colocar 100mL de água destilada (volume final de 500mL) 

ajustando o pH novamente para 5,3, filtrar e conservar em geladeira. Descartar 

após 6 meses. 

 

Solução 2xSSC 

10mL 20xSSC 

90mL água destilada estéril 

Ajustar o pH para 7,0 com NaOH 5M. Conservar em geladeira. Descartar apos 6 

meses. 

 

Etanol 70% 

35 mL etanol 100% 

15 mL água destilada estéril 
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Etanol 85% 

42,5 mL etanol 100% 

7,5 mL água destilada estéril 

 

Etanol 100% 

40mL etanol 100% 

 

Solução 2x SSC/ 0,1 % Tween 20 

90mL de água destilada 

10mL de 20Xssc 

100 µl Tween 20  

 

Solução 0,4XSSC/0,3% Tween 20  

2mL de 20x SSC 

300 µl de Tween 20 

Água destilada para completar 100mL 
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Protocolo: 

a) Preparação e pré-tratamento das lâminas: 

1. Pingar o material em lâminas limpas em álcool; 

2. Deixar a lâmina envelhecer por uma noite em temperatura ambiente ou em 

estufa a 37°C; 

3. Observar a lâmina no microscópio de contraste de fase e marcar com 

caneta diamante a área da lâmina onde deverá ser aplicada a sonda; 

4. Colocar as lâminas em uma solução de 2x SSC (pH 7,0) a 37º C (+/- 1ºC) 

durante 60 minutos*; 

5. Desidratar as lâminas em uma série de etanóis a 70%, 85% e 100% por 1 

minuto cada; 

6. Deixar as lâminas secarem naturalmente. 

* O tempo em que a lâmina permanece nessa solução é inversamente 

proporcional à idade da lâmina.  

 

b) Co-denaturação: 

1. Deixar a sonda em temperatura ambiente por alguns minutos; 

2. Ressuspender a sonda no vórtex e dar um spin antes de pipetá-la*; 

3. Aplicar 10 µl da sonda sobre a área previamente selecionada da lâmina; 

4. Cobrir com uma lamínula de 22x22mm; 

5. Selar a lamínula com cola especial; 
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6. Colocar as lâminas em uma placa aquecida a 75ºC (+/- 1ºC) e deixar 

durante 7 minutos. 

c) Hibridação: 

1. Colocar as lâminas em uma caixa úmida; 

2. Colocar em estufa a 37ºC (+/- 1ºC) por uma noite (de 12 a 16 horas). 

 

d) Pós-hibridação: 

1. Remover a lamínula e toda a cola, cuidadosamente; 

2. Colocar as lâminas em uma solução de 2x SSC/0.1% Tween 20 (pH 7,0) 

por 2 minutos em temperatura ambiente; 

3. Colocar as lâminas em uma solução de 0,4xSSC/0.3% Tween 20 a 72ºC 

(+/-1ºC) (pH 7,0) por 1 minuto, sem agitação; 

4. Colocar as lâminas em uma solução de 2xSSC/0,1% Tween 20 (pH 7,0) por 

30 segundos em temperatura ambiente, sem agitação; 

5. Deixe secar em temperatura ambiente; 

6. Aplicar 15 µl de DAPI. 

7. Cobrir com lamínula (24x32) e guardar a lâmina em uma caixa escura, por 

no mínimo 10 minutos, antes de observar em microscópio de fluorescência. 

As lâminas devem ser armazenadas em caixas escuras por no máximo 1 mês 

em geladeira. 
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f) Anexo 06. Protocolo da FISH em mucosa oral 

 

Composição das soluções necessárias para realização da FISH em mucosa 

oral: 

 

Solução 20x SSC pH 5,3 – Solução mãe 

 87,67g NaCl 

44,12g citrato de sódio 

Dissolver o NaCl e o citrato de sódio em 400mL de água destilada, ajustar o pH 

com HCL 1M e depois colocar 100mL de água destilada (volume final de 500mL) 

ajustando o pH novamente para 5,3, filtrar e conservar em geladeira. Descartar 

após 6 meses. 

 

Solução 2xSSC 

10mL 20xSSC 

90mL água destilada estéril 

Ajustar o pH para 7,0 com NaOH 5M. Conservar em geladeira. Descartar apos 6 

meses. 

 

Pepsina 5% 

1g de pepsina  

19ml de água milique 
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Pepsina 

40ml de água milique 

40µl de HCl concentrado 

400µl de pepsina 5% 

Etanol 100% 

50mL 

 

Solução PBS 10X pH 7,4 (Solução mãe) 

80g NaCl 

2g KCl 

14,4g Na2HPO4 

 

 

Solução PBS 1x pH 7,2 

450mL de água destilada 

50 PBS 1x 

        

Solução Formadído 1% /PBS 1x 

2,7 mL de formaldeído 37% 
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100mL de PBS 1x pH 7,2 

 

Etanol 70% 

35 mL etanol 100% 

15 mL água destilada estéril 

 

Etanol 85% 

42,5 mL etanol 100% 

7,5 mL água destilada estéril 

 

Etanol 100% 

40mL etanol 100% 

 

Solução 2xSSC/formamida 70% 

28mL de formamida 

12mL 2xSSC 

 

Solução 2x SSC/ 0,05 % Tween 20 

40ml de 2xSSC 

20µl Tween 20  



 

 

88 

 

 

Solução 0,4XSSC/0,15% Tween 20  

40ml de 2xSSC 

60µl Tween 20  

 

Protocolo: 

a) Pré-tratamento 

- Colocar a lâmina em 2xSSC à 73ºC por 2 minutos; 

- Colocar na solução de pepsina à 37ºC por 40 minutos; 

- Lavar duas vezes com PBS 1x; 

- Colocar a lâmina no solução PBS1x/formol puro por 5 minutos em temperatura 

ambiente; 

- Lavar duas vezes com PBS 1x; 

- Passar no etanol gelado – 70, 85 e 100%/ 1 minuto por concentração. 

 

b) Pré-desmaturação 

- Colocar no 2xSSC/formamida 70% à 73ºC por 2 minutos; 

- Passar no etanol gelado – 70, 85 e 100%/ 1 minuto por concentração. 

- Secar em temperatura ambiente; 

- Colocar 5µl de sonda, cobrir com lamínula e colar com cola especial; 
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- Deixar por 10 minutos na chapa aquecedora à 73ºC; 

- Armazenar a lâmina em uma caixa úmida e escura por aproximadamente 20 

horas. 

 

c) Lavagem 

- Remover a lamínula e a cola; 

- Colocar a lâmina no 2xSSC à 37ºC por 5 minutos; 

- Colocar a lâmina no 0,4xSSC/0,15% tween 20 à 73ºC por 2 minutos; 

- Passar no 2xSSC em temperatura ambiente; 

- Passar na água milique; 

- Secar em temperatura ambiente; 

- Colocar 5µl de DAPI, cobrir com lamínula. 
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